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摘要 : 分 离 和 鉴定 二 化 赋 Chilo suppresalis 幼虫 中 肠 刷 状 缘 膜 宫 泡 (BBMYV ) 中 Cryl A 毒素 的 受 体 蛋 日 ,对 于 阐明 CrylA 
毒素 作用 机 理 和 二 化 虹 抗 性 机 理 具 有 十 分 重要 的 意义 。 为 此 ,本 文 就 CrylA ERN MERRER CrylAc 与 二 化 
蜡 中 肠 受 体 的 配 基 结 合 进行 了 研究 。 结 果 表 明 : Cryl Ab 对 二 化 蜡 室 内 品系 (CN ) 的 毒 力 高 于 CrylAc ,而 CrylAc 高 于 
Cryl1Aa。 配 基 结 合 分 析 表 明 二 化 虹 CN 品系 幼虫 中 肠 BBMV 中 有 6 个 CrylAc 结合 蛋白 (分 子 量 分 别 为 50,70,90, 
120,160 和 180 kDa) , 其 中 180,160 和 90 kDa 结合 蛋白 的 条 带 颜色 明显 深 于 其 他 结合 蛋白 的 条 带 ,表明 这 3 个 受 体 
蛋白 具有 较 高 的 结合 浓度 。 同 源 竞 争 结合 研究 表明 ,180 和 90 kDa 结合 蛋白 为 CrylAe 的 低 亲 合 性 结合 蛋白 ,其 他 4 
个 为 高 亲 合 性 结合 蛋白 。 为 了 研究 CryL Ac 和 CryL Ab 受 体 结合 部 位 的 相互 作用 ,进行 了 异 源 竞 争 结合 研究 。CrylAb 
可 以 与 CrylAc 所 有 的 6 个 结合 蛋白 进行 苋 争 性 结合 ,与 180,120,70 和 50 kDa 结合 重 白 具有 高 亲 合 性 ,而 与 160 和 
90 kDa 结合 蛋白 具有 低 亲 合 性 。 结 果 显 示 ,CrylAc 与 CrylAb 在 二 化 蜡 幼 号 中 肠 BBMV 上 拥有 多 个 共享 的 结合 位 点 ， 
但 对 每 个 结合 位 点 的 亲 合 性 有 差异 。 基 于 毒素 结合 部 位 的 相似 性 ,CrylAc 和 CryL Ab 不 宜 同 时 用 于 转基因 Bt 水 稻 来 
控制 二 化 量 。 

关键 词 : (58; MRAR; 办 云 金 杆菌 ; Cry1A; 配 基 印 迹 

中 图 分 类 号 : Q965.9 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2009)02-153-06 

Ligand blot analysis of Bt CrylA toxin binding with the midgut brush 





border membrane vesicle receptors of Chilo suppressalis ( Lepidoptera: 


Pyralidae ) 
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Diseases and Pest Insects of the Ministry of Agriculture, College of Plant Protection, Nanjing Agricultural 
University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: Isolation and identification of the binding proteins of Cryl A toxins in the midgut brush border 
membrane vesicles ( BBMV) of Chilo suppressalis is very important for understanding the mode of action and 
resistance mechanism of Cryl A toxins. In the present study, insecticidal activity and ligand binding of 
Bacillus thuringiensis CrylA toxins to the midgut BBMV of striped rice stem borer C. suppresalis were 
investigated. The results indicated that Cryl Ab was more toxic than Cryl Ac, and Cryl Ac was more toxic 
than CrylAa against the 3rd instar larvae of the laboratory strain ( CN) of C. suppresalis. Ligand blot 
analysis showed that there were six major proteins (50, 70, 90, 120, 160 and 180 kDa) binding to Cry1Ac 
in the midgut BBMV of the CN strain. Bands of 180, 160 and 90 kDa binding proteins were much darker 
than the others, suggesting that these proteins had higher binding concentrations. Results of homologous 
competition binding indicated that the 180 and 90 kDa protein bands were of low binding affinity, while the 
other four protein bands (160, 120, 70 and 50 kDa) were of high binding affinity. Heterologous 
competition binding assays were conducted to study cross-reactivity of the binding sites between Cryl Ab and 
Cryl Ac. CrylAb competed for all binding sites recognized by Cryl Ac, with high affinity to 180, 120, 70 
and 50 kDa proteins and low affinity to 160 and 90 kDa proteins. These data suggest that Cryl Ac and 
Cryl Ab share several common binding sites in the midgut BBMV of C. suppressalis, but they have different 
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binding affinity with respect to each binding site. Considering the similarity in binding sites, Cryl Ab and 


Cryl Ac should not be used simultaneously in the transgenic Bt rice to control the target pest C. suppressalis. 
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ligand blot 


I za B Bacillus thuringiensis (Bt) EH 20 世纪 
50 年 代 始 广泛 应 用 于 害虫 防治 ,由 于 其 里 越 的 杀 虫 
效果 和 对 哺乳 动物 的 安全 性 , 它 一 直 是 世界 上 产量 
最 大 、 应 用 最 广 的 生物 农药 。 这 种 章 兰 氏 阳 性 杆菌 
在 形成 芽 孢 时 ,可 同时 产生 对 昆虫 具有 毒 杀 作 用 的 
伴 孢 晶体 ,这 种 伴 孢 晶体 通 第 被 称 为 5- 内 毒素 (5- 
endotoxin) XH A HA EI CICP) gk Cry 毒素 。 目 前 ， 
已 有 超过 200 个 Cry 毒素 基因 被 克隆 和 测序 ,并 对 
一 些 基因 进行 了 人 工 修饰 和 改造 ,使 其 杀 虫 活性 更 
高 ;同时 ,Bt 毒素 Cry 基因 已 被 转 人 到 棉花 、 玉 米 、 大 
豆 \ 水 稻 等 多 种 作物 中 ,Bt 转基因 抗 虫 作物 (主要 为 
棉花 、 玉 米 ) 已 在 世界 范围 内 得 到 大 面积 应 用 ,产生 
了 极其 显著 的 经 济 、 社 会 和 生态 效益 (James， 
2007) , 

Bt 杀 虫 晶体 蛋白 的 分 子 量 为 70 ~ 140 kDa, 3B 
种 称 为 原 毒素 (protoxin ) ,昆虫 食 人 原 毒 素 后 ,在 昆 
虫 中 肠 的 高 pH 环境 和 重 日 水 解 酶 的 作用 下 , 原 毒 
素 被 激活 为 分 子 量 为 60 ~70 kDa 左右 的 毒性 多 上 肽 ， 
活化 的 毒性 多 肽 与 昆虫 中 肠 上 皮 细 胞 刷 状 缘 膜 宫 泡 
( brush border membrane vesicles, BBMV) 上 的 特异 
受 体 结合 ,在 细胞 膜 上 形成 跨 膜 离子 通道 ,破坏 中 肠 
细胞 膜 的 渗透 性 ,引起 昆虫 中 肠 上 皮 细 胞 的 裂解 和 
昆虫 死亡 (Hofmann et al., 1988; Gill et al., 1992; 
Bravo et al., 2007) 。 

Cry 毒素 与 昆虫 中 肠 BBMV 上 特异 性 受 体 的 结 
合 是 决定 Cry 毒素 杀 虫 谱 的 关键 因素 。 鳞 翅 目 昆虫 
中 肠 BBMV 上 存在 多 种 Cry 毒素 的 受 体重 日 ,包括 
AA IK RSS ( APNs) , 钙 粘 重 日 类 (cadherins ) , 碱 性 辜 
酸 酯 酶 (ALP) 和 糖 酯 类 ( glycolipid ) 等 ,其 中 最 重要 
的 两 类 为 须 肽 酶 类 和 钙 粘 蛋 日 类 受 体 。 在 烟草 天 蛾 
Manduca Sexta, X Æ Bombyx mori U 4A F px ux 
Heliothis virescens 上 ,和 钉 精 蛋白 已 被 证 实 为 CrylA 毒 
素 的 功能 受 体 (Vadlamudi et al., 1995; Tsuda et al., 
2003; Jurat-Fuentes and Adang, 2006) 。 许 多 人 研究 也 
表明 氨 肽 酶 能 够 与 Cry1A 毒素 结合 (Knight et al., 
1994; Sangadala et al., 1994; Luo et al., 1996; 
Valaitis et al., 1997; Gill and Ella, 2002; Rajagopal 
et al., 2002) 。 关 于 Cryl A FRS x8 H Eb rh rn m 
受 体 互 作 的 分 子 机 理 , 目 前 有 两 种 模型 : Bravo 模型 


和 Zhang 模型 (Pigott and Ellar, 2007) , Bravo 模型 
认为 CrylA 活化 毒素 首先 在 第 一 种 受 体 ( 钙 粘 重 
FI) 的 介 导 下 春 聚 化 形成 四 聚 体 ,四 聚 体 再 与 第 二 
种 受 体 ( 氨 肽 酶 或 其 他 类 型 ) 结 合 后 插入 中 上 肠 形成 
孔道 ,从 而 导致 昆虫 死亡 。Zhang 模型 则 认为 Cryl A 
毒素 与 钙 粘 重 日 结合 后 激发 adenylyl cyclase/PKA 
言 号 通路 ,引起 昆虫 中 肠 细胞 凋 亡 ,从 而 导致 昆虫 死 
È (Zhang et al., 2006) , TE APHRA rp , PRESE EJ 
受 体 均 发 挥 了 关键 性 作用 。 

二 化 旦 Chilo suppressalis Walker 是 我 国 重要 的 
水 稻 害 虫 。 长 期 以 来 频繁 使 用 化 学 农药 ,如 杀 虫 单 
( 双 ) BIS CERES MEAR Sp LG EA ZU Dj iR — 
ILIR ,每 年 仍然 造成 3.1% 的 水 稳产 量 损 失 ( 盛 承 发 
等 , 2003 ) , 杀 虫 剂 的 大 量 使 用 也 带 来 了 抗 药 性 问题 
(到 秀峰 等 ,2001; 26 D4555,2005), 。 转 基因 Bt 水 
稻 的 研发 成 功 为 水 稻 晓 虫 的 控制 提供 了 经 济 、 安 全 、 
高 效 的 新 途径 。Cry14b 和 Cry1Ac 是 转基因 Bt 水 稻 
中 最 常用 的 基因 ,一旦 转基因 Bt 水 稻 大 面积 推广 应 
用 , 靶 标 害虫 对 Bt 毒素 的 抗 性 风险 问题 将 不 可 回 
避 。 本 文 对 CrylA 毒素 对 二 化 旺 杀 虫 活性 及 
Cryl Ac 与 二 化 蜡 中 肠 受 体 的 配 基 结 合 进行 了 研究 ， 
以 期 为 Cryl A 毒素 的 杀 虫 机 理 研 究 和 转基因 Bt 水 
稻 的 抗 性 治理 提供 一 定 的 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

TARET ( CN ) 品系 为 2002 年 采 目 浙江 苑 
南 , 在 室内 连续 饲养 至 今 ,未 接触 任何 化 学 农药 或 
Bt 毒素 制剂 。 室 内 饲养 参照 尚 稚 珍 等 (1979 ) 的 方 
法 。 人 饲养 条 件 为 : 28 £C ,相对 湿度 大 于 8096 , 光 
照 周 期 为 16L:8D ,光照 强度 为 1 500 ~2 000 lx, 
1.2 主要 试剂 

Cryl Aa ,Cryl Ab, Cryl Ac 均 为 活化 毒素 ,由 法 国 
CIRAD 实验 室 提 供 ;SuperSignal® West Pico 化 学 发 
光 检 测 底 物 、NHS-LC-biotin 生物 过 标记 试剂 、 
Streptavidin-HRP 均 购 自 PIERCE 公司 ;PVDF 膜 购 
自 南 京 生 兴 试剂 公司 ;其 他 试剂 均 为 分 析 纯 。 
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1.3 ” 毒 力 测定 

将 二 化 蝶 人 工 饲 料 切 成 3 mm 厚 的 薄片 ,然后 
打 成 圆 片 状 放 入 24 了 乱 培养 板 中 ,将 其 压 实 ( 人 饲料 与 
培养 板 间 无 空 际 ) ,然后 将 筷 口 .了 筷 壁 饲 料 清理 干 
净 ; 用 0.01 mol/L PBS ( pH 7.4) 将 毒素 稀释 成 5 个 
不 同 浓度 ,每 孔 加 入 100 pL 的 活化 毒素 溶液 于 饲料 
表面 ,在 室温 下 晾 干 ;每 孔 接 入 1 A3 龄 幼虫 ,每 个 
浓度 处 理 24 头 ,重复 两 次 ; 置 于 28+1%C 下 ,5 d 后 
检查 结果 。 完 全 死亡 或 生长 发 育 受到 严重 抑制 ( 体 
色 深 黑 皱 缩 或 体 长 不 到 对 照 体 长 一 半 ) 都 作为 死 
亡 , 根 据 死亡 几率 值 法 计算 毒 力 回 归 线 和 LCs o 
1.4 —1LügrRBZ BBMV 的 制备 

参照 Wolferberger 45 (1987) 的 Mg-EGTA 沉降 
Ek. BUR 5 龄 末 或 6 龄 初 幼 虫 80 3E EAR HE 
中 肠 , JH A 2 mL 5] Jg ZE mhi (17 mmol/L Tris 
pH 7.5,300 mmol/L 甘露 醇 ,5 mmol/L EGTA ,用 前 
加 20 uL 1% PMSF) 反复 研磨 5 次 ,每 次 1 min; Ji 
入 3 mL 24 mmol/L MgCl, Jc 1E 5], VK 18 30 min; 
2 500 g,47C 离心 10 min; 将 上 清 液 在 30 000 g 4C 
离心 30 min; 弃 上 清 , 将 沉 尝 重 悬 于 300 uL HEPES 
缓冲 液 (10 mmol/L HEPES, 130 mmol/L KCl,10% 
甘油 ,pH 7.4) ,分 装 后 置 于 -807 贮 存 备用 。 

采用 SDS-PAGE 电泳 检测 BBMV 和 Bt HRE 
日 的 质量 。 分 离 胶 浓 度 为 8% 和 浓缩 胶 浓 度 为 5% ， 
染色 用 0. 025% 的 考 马 斯 亮 蓝 R250 (40% 乙醇 + 
7% 乙酸 ) ,脱色 液 1 为 50% 乙醇 +10% 乙酸 ,脱色 
液 2 为 5% 乙 醇 +7% 乙酸 。 蛋 白质 含量 测定 参照 
Bradford ( 1976) 的 方法 。 
1.5 CrylA 毒素 的 生物 素 ( biotin) 标记 

参照 PIERCE 公司 试剂 盒 说 明 书 。 先 将 1 mL 
CrylAa, CrylAb 或 CrylAc 活化 毒素 溶液 (2 mg/mL) 
置 于 0.01 mol/L PBS( pH 7. 4) Eri f (40C ) ,然后 
将 31 uL NHS-LC-biotin 溶液 (10 mmol/L ) 和 透析 处 
理 过 的 1 mL CrylA 毒素 浴 液 混合 ,室温 下 反应 1h 后 
置 于 0.01 mol/L PBS (pH 7.4) 透 析 过 夜 (4% ) ,再 加 
入 1 mL 两 三 醇 ,分 装 后 置 于 -207 迪 人 存 备 用 。 
1.6 CrylA 毒素 与 受 体 的 配 基 结合 

取 制 备 的 二 化 由 BBMV 悬浮 液 10 uL 与 10 pL 
上 样 缓冲 液 混 合 ,95 变性 5 min 后 上 样 。SDS- 
PAGE 电泳 后 依次 进行 下 列 操作 。(1) 转 膜 : 采用 
半 干 转移 系统 将 PAGE 胶 上 的 蛋白 转 印 到 PVDF 膜 
上 ;(2) 封 闭 : 将 PVDF 膜 在 TBST-BSA(2.5% ) 中 封 
闭 4 h; (3) 杂交 : 将 PVDF 膜 转 入 TBST-biotin- 
CrylAc (1:5 000) 中 缓慢 振荡 过 夜 (4%C );(4) 显 色 


和 成像 : PVDF 膜 置 于 TBST-streptavidin-HRP 
(1:10 000) 中 温 育 4 h ,然后 放 和 人 显 色 工作 液 ( 显 色 
液 与 增强 液 以 1:1 的 比例 混合 ) 中 温 育 5 min, Hj 
Bio-Rad Versa Doc 化 学 发 光 凝 胶 成 像 系统 拍摄 。 

CrylAc 毒素 同 BBMV [R] iR yg Au: 在 上 述 
REHE URB LA. 5 倍 于 生物 素 标 记 Cryl Ae 的 未 标 
W CrylAc 活化 毒素 作为 苋 争 抑制 剂 (CrylAc: 
biotinylated Cryl Ac 25: 1) 进行 同 源 竞争 ,其 他 步骤 
同上 。 

Cryl Ab ER E] BBMV 异 源 苋 争 结合 : 在 上 述 
杂交 步 又 中 加 入 5 倍 于 生物 素 标 记 CrylAc 的 未 标 
W Cryl Ab 158 46 FE 3& TE 2g ve A MI h 58] ( Cry Ab: 
biotinylated Cry1 Ac 25: 1) 进行 异 源 竞争 ,其 他 步骤 
同上 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 3 fh CrylA 毒素 对 二 化 暇 的 毒 力 
用 Cryl Aa ,Cryl Ab 和 CrylAc Tf 4 SE SEOG] — 408 
CN 品系 进行 生物 测定 ,CrylAb XF AEIR B5 sg 7] dc 
高 ,其 次 是 CrylAc ,CrylAa 的 毒 力 最 低 ( 表 1) 。 
R1 3 种 CrylA 毒素 对 二 化 晶 的 毒 力 
Table 1 Toxicity of three Cry1A toxins to Chilo suppressalis 


Bt 毒素 毒 力 回归 方程 LCso (pegyem ) 
Bt toxin LD-P line (95% CL) 
Cryl Aa y=5.010 +1. 081x 0.49(0.33 -0.88) 
Cryl Ab y 25.565 +1. 025x 0.14(0.06 -0.23) 
Cryl Ac y 25.145 +1. 120x 0.37 (0.26 -0.59) 


2.2 SDS-PAGE 电泳 检测 Cry1A 3s 8 EL — 446 
Hahi BBMV EI 

为 了 保证 配 基 结合 实验 的 成 功 ,首先 对 生物 系 
标记 的 CrylA 活化 毒 条 与 制备 的 二 化 坚 中 肠 BBMV 
和 集 日 的 质量 进行 SDS-PAGE 电泳 检测 。 由 图 1 可 
JL, ^E V) XR IG CrylAa 和 CryLAb 毒素 重 日 在 
60 kDa 左 右 处 均 有 单一 清晰 条 种 (CrylAa 和 CrylAb 
活化 毒素 均 经 HPLC 纯化 ) , CrylAc SER AR EJ TE 
60 kDa 左 右 处 也 有 一 明显 条 珊 ( 该 毒素 未 经 HPLC 
纯化 ,因而 出 现 一 些微 弱 的 杂 市 )。 二 化 晓 中 肠 
BBMV 重 日 条 带 清晰 ,分 布 均匀 ,表明 所 制备 的 二 化 
W BBMV 和 蛋 晶 质量 很 好 。 
2.3 CrylA EX E — (L8 rn iz BBMV 配 基 结合 

N TARAR H BBMV 中 能 与 CrylAc 28 
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合 的 受 体重 白 数 量 及 分 子 量 大 小 ,采用 生物 素 标 记 
的 CrylAc 毒素 进行 配 基 结合 实验 ,结果 如 图 2 所 
IRo ZABI g IR F i BBMV 中 具有 6 个 CrylAe 3E 
素 结 合 蛋 白 ,分 子 量 分 别 为 180,160,120,90,70 和 
50 kDa (图 2: 泳 道 2 和 3) ,其 中 180,160 和 90 kDa 
结合 蛋白 的 条 带 明显 深 于 其 他 结合 条 带 ,表明 这 3 
个 毒素 结合 蛋白 与 Cryl Ae 具有 和 较 高 的 结合 浓度 。 
以 5 倍 未 标记 的 CrylAc 与 生物 系 标 记 的 
Cryl Ac 进行 同 源 竞争 配 基 结合 试验 ,结果 如 图 2 vk 
M 1 2 3 4 5 





图 1 SDS-PAGE 电泳 检测 Cryl A RER MEIR 
中 肠 BBMV 蛋 晶 的 质量 
Fig. 1 Quality examination of CrylA toxins and BBMV 
proteins from Chilo supressalis midgut by SDS-PAGE 

M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 -3: 分 别 为 
生物 素 标记 的 Cryl Aa, Cryl Ab 和 Cryl Ac 毒素 Biotinylated Cryl Aa, 
Cryl Ab and. CrylAc, respectively; 4 — 5: — 4E 8 rp E; BBMV 蛋白 
BBMV proteins from C. suppressalis midgut. 





图 2 CrylA sg3R 5 ALPE BBMV 配 基 结合 
Fig. 2 Ligand blotting of biotinylated CrylA with 


the midgut BBMVs of Chilo suppressalis 

M :和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 生物 素 标 
记 的 Cryl Ac 毒素 Biotinylated CrylAc; 2 -3: 生物 素 标 记 的 Cryl Ac 
与 BBMV 的 配 基 结合 Ligand blot of biotinylated Cryl Ac with BBMV; 
4: 生物 素 标 记 的 Cryl Ae +5 倍 未 标记 CrylAc 与 BBMV 的 配 基 结 合 
Ligand blot of biotinylated Cryl Ac with BBMV in the presence of 5-fold 
unlabeled-Cryl Ac; 5: 生物 素 标记 的 Cryl Ae + 5 倍 未 标记 Cryl Ab 与 
BBMV 的 配 基 结合 Ligand blot of biotinylated Cryl Ac with BBMV in the 
presence of 5-fold unlabeled CrylAb. 


iB 4 Brzn , 180 和 90 kDa 毒素 结合 和 蛋白 在 竞争 结合 
后 能 被 检测 到 ,但 结合 量 明 显 降低 , 而 160,120,70 
和 50 kDa 毒素 结合 蛋白 被 完全 竞争 抑制 ,该 结果 表 
HH 180 和 90 kDa 两 个 蛋白 是 Cryl Ace 的 低 亲 合 性 结 
合 蛋 白 , 而 同 其 他 4 个 为 高 亲 合 性 结合 蛋白 。 

为 了 研究 Cryl Ac 和 CryL Ab 受 体 结合 部 位 的 相 
互 作用 ,以 5 倍 未 标记 的 CrylAb 与 生物 素 标记 的 
Cryl Ac 进行 异 源 竞争 配 基 结 合 试验 ,结果 如 图 2 vk 
iB 5 所 示 。CrylAb 可 以 与 Cryl Ac 所 识别 的 6 个 结 
合 蛋 白 进行 竞争 性 结合 ,与 180,120,70 和 50 kDa 
结合 蛋白 具有 高 亲 合 性 ,而 与 160 和 90 kDa 结合 重 
白 具有 低 亲 合 性 。 上 述 结果 表明 ,CrylAc 与 Cryl Ab 
在 二 化 虹 幼 虫 中 肠 BBMV 上 拥有 多 个 共享 的 结合 
位 点 ,但 对 每 个 结合 位 点 的 亲 合 性 有 差异 。 


3 讨论 


Fiuza 45: (1996 ) 采用 与 本 研究 相近 的 毒素 涂 表 
法 测定 了 Cryl Aa, Cryl Ab 和 Cryl Ac 活化 毒素 对 来 
目 法 国 的 一 个 二 化 曝 种 群 的 毒 力 ,发现 CrylAa 的 毒 
力 (LC 21.69 pug/cm ) 略 高 于 CrylAc (LC = 
2.24 jg/cm ) 。Lee 等 (1997 ) 采 用 饲料 混 毒 法 对 采 
日 菲 律 宾 国际 水 稻 研 究 所 的 一 个 二 化 曝 种 群 进 行 毒 
力 测定 表明 ,CrylAc 的 毒 力 比 CrylAa 高 5 fito o 
目 中 国 水 稻 主 产 区 不 同 二 化 蜡 地 理 种 群 对 Cryl Ab 
和 Cryl Ac 的 敏感 性 具有 10 ~ 15 倍 的 差异 (Meng et 
al., 2003) 。 以 上 研究 结果 表明 ,地 理 种 群 和 生物 测 
定 方 法 可 以 影响 二 化 蝶 对 Cry lA 毒素 的 敏感 性 ,在 
进行 抗 性 监测 时 要 充分 考虑 这 些 因素 。 

Fiuza 等 (1996 ) 报道 ,Cryl1Aa, Cry1 Ac 和 Cry1 Ba 
与 二 化 曝 幼 虫 中 肠 BBMV 都 可 以 进行 饱和 结合 , 表 
明 每 种 毒素 至 少 具 有 1 个 特异 性 结合 位 点 ;竞争 性 
结合 试验 表明 Cryl Ac 和 Cryl Ba 具有 一 个 共同 的 结 
合 位 点 ,而 该 位 点 也 是 CrylAa 的 低 杀 合 性 结合 位 
Aio Lee $6 (1997) 研究 发 现 ，CrylAa, CrylAc, 
Cry2A 和 Cry1C 毒素 都 能 同 二 化 蜡 中 肠 BBMV 进行 
高 度 亲 合 性 结合 , CrylAa 和 CryLAc 具有 一 些 相同 
的 结合 位 点 ,而 与 Cry2A 和 CrylC 结合 位 点 不 同 。 
Alcantara 等 (2004 ) 人 研究 表明 ,CrylAb 和 CrylAc 在 
二 化 旦 幼虫 BBMV 上 具有 共同 的 结合 位 点 ,并 具有 
相似 的 亲 合 性 。 上 述 研 究 均 采用 三 标记 的 Cry & 
3&5 — 1b rn S BBMV 进行 直接 结合 和 鞠 争 结合 
试验 ,只 能 通过 数量 模型 对 结合 位 点 和 亲 合 性 进行 
推算 。 本 文采 用 配 基 印 迹 方 法 ,可 以 直观 地 显示 毒 
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素 结合 蛋 日 的 数量 、 分 子 量 大 小 等 重要 信息 ,并 结合 
IH] UR RE rd E , HARIH T CrylAc 与 Cry1Ab 
EALER rp BBMV 上 拥有 多 个 共享 的 结合 
位 点 ,但 两 者 对 每 个 结合 位 点 的 亲 合 性 具有 差异 。 
昆虫 对 Bt 毒素 存在 有 多 种 抗 性 机 理 ,其 中 Bt 
毒素 受 体 基因 突变 是 最 主要 的 抗 性 机 理 。 在 3 种 鳞 
过 目 昆 虫 中 , 钙 烙 蛋 日 受 体 的 变异 与 对 Bt 毒素 的 抗 
性 直接 相关 。Gahan 等 (2001 ) A SUBE TCRRCES T E 
日 基因 由 于 一 个 逆转 录 转 座 子 的 插入 而 使 钙 业 和 蛋 日 
不 能 完整 表达 ,从 而 对 CrylAc 产生 高 水 平 抗 性 。 
Morin 等 (2003 ) 报道 , 棉 红 铃 虫 Pectinophora 
ossypiella. 的 钉 烙 蛋 日 基因 在 抗 性 种 群 中 存在 3 种 突 
变型 (有 2 个 基因 突变 为 碱 基 缺 失 引 起 ,第 3 个 为 移 
码 突 变 后 提前 产生 终止 密码 子 )。 棉 铃 忠 CrylAc 
高 抗 品 系 钙 精 和 蛋 日 基因 由 于 缺失 突变 导致 终止 密码 
子 提前 ,该 突变 基因 编码 一 个 截 短 的 钙 精 蛋 日 ,从 而 
丧失 了 作为 Bt 毒素 受 体 的 功能 (Xu et al., 2005; 
Yang et al., 2006), — TAMME N 基因 (4PV7 ) X 
达 丧 失 后 可 以 导致 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua 对 
Cryl Ca 产生 抗 性 ,从 而 表明 APN1 受 体 在 CrylCa 作 
用 机 理 中 起 关键 作用 (Herrero et al., 2005) 。 
我 国 转基因 Bt 水 稻 的 研究 和 开发 已 取得 显著 
进展 ,一 些 转基因 抗 虫 水 稻 品 系 已 进入 生产 性 试验 
阶段 (项 兰芝 等 ,2006) Bt 水 稻 能 有 效 控制 水 稻 蜡 
忠和 稳 纵 卷 叶 晨 , 并 可 使 杀 忠 剂 使 用 量 降 低 80% 
( Huang et al., 2005) 。 转 基因 Bt 水 稻 品 种 中 转 入 
的 抗 虫 基因 多 数 为 Cryl Ab 或 CrylAce ,室内 筛选 试 
Js E uESCVE AE 8558 H ERREX CryL Ab 和 CrylAc 
产生 抗 性 的 潜力 (Heckel et al., 2007) 。 转 基因 Bt 
水 稻 品 种 将 来 进行 商业 化 种 植 后 , 靶 标 害虫 将 面临 
巨大 的 选择 压力 , 靶 标 害虫 对 转基因 Bt 水稻 的 抗 性 
风险 评价 和 预防 性 抗 性 治理 对 策 是 目前 需要 重视 的 
问题 。 在 作物 中 转 和 人 双 价 抗 虫 基因 是 延缓 靶 标 害虫 
抗 性 的 一 个 途径 ,但 选用 什么 基因 进行 组 合 是 一 个 
值得 重视 的 问题 。 本 文 研 究 发 现 CrylAc 与 CrylAb 
在 二 化 蜡 幼 虫 中 肠 BBMV 上 拥有 多 个 共享 的 结合 
位 点 ,具有 产生 交互 抗 性 的 风险 ,因此 ,CrylAc 和 
Cryl Ab 不 宜 同时 用 于 转基因 Bt 水 稻 来 控制 二 化 
晓 。 分 离 , 鉴定 二 化 曝 幼 虫 中 肠 BBMV 中 CrylA 毒 
3R HJ SE VIS ERA BUILT SHIRE Cry1A 毒素 作用 机 理 和 
抗 性 机 理 , 从 而 为 靶 标 害虫 抗 性 治理 提供 理论 依据 。 
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